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論文内容の要旨 
 緑膿菌は日和見感染の起因菌であり、高齢者や免疫不全患者に致死的な肺炎、敗血症な
どをもたらす。近年、多剤耐性緑膿菌（MDRP：multi drug resistant Pseudomonas aeruginos
a）の院内感染が社会問題となっており、抗菌薬以外のアプローチによる予防、治療が必要
とされているが、その一つに緑膿菌のワクチン療法があげられる。グラム陰性菌は、菌体
内の毒素を分泌するためのいくつかの分泌様式をもっているが、緑膿菌はその中の一つで
あるⅢ型分泌システム（TTSS：Type Ⅲ secretion system）を使用し、菌体内の毒素を直接
標的細胞細胞質内に転移させるという特徴を持っている。緑膿菌 V 抗原（PcrV）はこの転
移装置の一部を構成しており、我々はこの PcrV を抗原として用い、緑膿菌ワクチンの開発
を試みている。PcrV に Freund’s adjuvant を加えたワクチンのマウスへの皮下投与が致死的
緑膿菌肺炎に有効であったことが最初に示され、その後アジュバントとして水酸化アルミ
ニウム塩（alum）や、CpG-oligodeoxynucleotide(ODN)を添加した V 抗原ワクチンの腹腔内投
与も Freund’s adjuvant 添加ワクチンと同様に有効であることを示した。本研究では、PcrV
の遺伝子組換蛋白(rePcrV)に、CpG-ODN、alum をアジュバントとして添加したワクチンを
マウスに経鼻投与し、致死的緑膿菌性肺炎に対する効果を検討した。 
感染群：1) PcrV-CpG, 2) PcrV-alum, 3) PcrV のみ, 4) CpG のみ, 5) alum のみ, 6) 7) 
生食のみの 7 群と、非感染群：1) PcrV-CpG, 2) PcrV-alum, 3) PcrV のみ, 4)生食のみの 4
群に分け、それぞれ経鼻投与で計 4 回（day0,7,14,21）ワクチン接種を行った。ワクチンは
PcrV10μg、CpG10μg、alum15μl をそれぞれ組み合わせ、各群生食を加え 30μl/匹ずつ投与し
た。ワクチン接種開始 50 日目に血清抗 PcrV-IgG抗体価を測定し、非感染群では BAL(Bron
choalveolar lavage)を行い IgA抗体価を測定した。感染群ではワクチン接種開始 55 日目に、
致死量の緑膿菌 PA103 株を気管内投与後、体温変化と 24 時間生存率を比較した。感染 24
時間後にマウスを解剖し、肺を採取した後、肺の浮腫、肺ホモジネート上清抗 PcrV-IgA抗
体価、Myelopeloxydase（MPO）活性、肺内細菌数、肺の病理組織像を比較した。 
ワクチン接種開始 50 日目に ELISA 法にて血清抗 PcrV-IgG抗体価を測定した結果、PcrV-
CpG 群で他群に比べ有意に抗体価の上昇を認めた。BALでは PcrV-CpG 群でのみ PcrV-IgA
抗体価の上昇を認めた。緑膿菌気管内投与後の体温変化は 4 時間後にはどの群でも著しい
体温低下を認めたが、PcrV-CpG 群では 8 時間後には他群に比べ有意に体温が高く、その後
改善傾向となった。24 時間生存率は PcrV-CpG 群が 73％と、他群（<30％）に比べ有意に高
く、生食群では生存したマウスはいなかった。感染 24 時間後に肺を採取しホモジネートし
た上清から抗 PcrV-IgA抗体価を ELISA 法で測定したところ、CpG 群でのみ有意に抗体価の
上昇を認めた。MPO 活性は PcrV-CpG 群で有意に低かった。肺内細菌数は有意差は認めな
かったが、PcrV-CpG 群で少ない傾向にあった。肺の病理組織では、PcrV-CpG 群が、他群
に比べ炎症所見が軽度であった。また、非感染群ではワクチン接種後の肺の炎症所見は認
めなかった。 
緑膿菌性肺炎において TTSS による毒素の肺胞上皮内への転移が、肺胞上皮細胞の壊死、
敗血症性ショックをきたすといわれているが、近年の報告では抗 PcrV 抗体を用いて TTSS
をブロックすることが緑膿菌性肺炎に対して有効であることが示され、また PcrV 抗原を用
いた能動免疫においてもその有効性が示されている。また近年、ワクチンの経鼻投与が非
侵襲的で、粘膜免疫を誘導できることから注目されており、今回我々はこれまでに有効性
が確認された CpG-ODN や alum を添加したワクチンが、経鼻投与において有効であるかを
検討した。その結果、緑膿菌肺感染モデルにおいて PcrV-CpG 群が他群に比べ有意に生存率
が高く、CpG-ODN がアジュバントとしてマウスの免疫を賦活したと考えられた。また、B
AL・肺ホモジネート上清抗 PcrV-IgA抗体価も上昇していることから、ワクチンの経鼻投与
により粘膜免疫が誘導されたことが示唆された。さらに、血清抗 PcrV-IgG抗体価の上昇は、
ワクチンの経鼻投与が局所での免疫誘導のみならず、全身性に抗原特異的防御免疫を誘導
していると考えられた。 
マウスへの CpG-ODN 添加 PcrV ワクチンの経鼻投与は、粘膜免疫と全身免疫を誘導し、
致死的緑膿菌性肺炎に対して有効であった。今回、このようにヒトへの臨床応用に向けた
抗緑膿菌ワクチンの開発につながる良好な結果が得られ、高齢化社会の進行とともに増加
する多剤耐性菌による日和見感染症に対する新しい予防法の一つとして期待できるものと
考える。 
 
 
